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摘要 : 采用 C6/36 细胞 培养 分 离 病 毒 的 方法 检测 感染 登 革 || 型 病毒 的 白 纹 伊 蚁 Aedes albopictus Tii A SES 4,8] F, 代 蚊 虫 感染 
率 , 从 第 一 个 生殖 营养 周期 子 代 蚊虫 中 未 分 离 到 病毒 , 第 二 与 第 三 生殖 营养 周期 子 代 蚊 虫 最低 感 染 率 没有 显著 性 差异 (YX = 
0.01, P > 0.050, 感染 子 代 的 批 阳 性 率 为 9.1% ,最 低 感 染 率 为 1:330: 间接 免疫 荧光 检测 结果 表明 感染 登 革 上 | 型 病毒 的 白 纹 伊 
蚊 沾 育 卵 钴 化 的 子 代 成 蚊 能 通过 叮咬 将 登 革 病 毒 传播 给 敏感 她 鼠 。 这 些 研究 结果 表明 登 革 病 毒 能 在 媒介 湾 育 卵 内 存活 并 传 
ETAR, 子 代 蚊虫 能 通过 叮咬 敏感 宿主 水 平 传播 病毒 。 
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Transmission of dengue-2 virus by diapausing eggs of Aedes albopictus 
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Abstract: Virus isolation in C6/36 cells was used for detection of the infection rates of F} progeny from diapausing eggs 
of infected Aedes albopictus. Eggs from three gonotrophic cycles CGC) were collected» and vertical transmission was not 
observed in the first gonotrophie cycle: while there was no significant difference observed between the infection rates of 
the GC2 progeny and that of the GC3 progeny 6 P » 0.052. The total positive rate of pools was 9. 196» and the minimum 
infection rate was 1:330. The results of indirect fluorescent antibody test showed that F; adult mosquitoes obtained from 
diapausing eggs can transmit dengue-2 virus to sensitive mice horizontally through biting. The horizontal transmission rate 
was 6.196. These results indicate that dengue-2 can be transmitted vertically even the infected eggs are induced into 
diapausing: and F, adult mosquitoes raised from diapausing eggs can transmit dengue-2 virus to sensitive mice horizontally 
via biting. 
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蚊虫 经 卵 传 递 蚊 媒 病毒 已 经 由 实验 室 感 染 实验 
或 野外 观察 得 到 证 实 , 如 埃及 伊 蚊 Aedes aegypti 传 
播 黄 热 病毒 (Aitken et al.» 1979), H XIR EX Ae. 
albopictus 传播 San Angelo 病毒 (Rosen, 1978) 以 及 三 
FPEX Ae. triseriatus 传播 La Crosse 病毒 (Watts et 
al . » 1974; Woodring et al.» 1998) 等 。 近 年 来 的 研究 
表明 , 目 然 界 亦 存在 登 划 病 毒 (dengue-2 virus» DEN- 
2) 经 卵 传递 的 现象 (Rodhain and Rosen，1997; 
Lourenco-de-Oliveira et al.,2002)。 通 过 实验 室 研 究 
证 实 从 感染 登 草 荆 型 病毒 的 白 纹 伊 蚁 滞 育 卵 内 能 
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检测 和 分 离 到 病毒 ( 郭 晓 霞 等 ，2003)。 在 自然 界 
中 , 蚊 卵 在 干旱 和 塞 冷 季节 如 果 没 有 适 于 了 立即 久 化 
的 环境 条 件 , 病 毒 能 任 度 过 不 良 环境 以 完成 其 传播 
周期 ,是 一 个 值得 探讨 的 问题 ,这 将 为 登 革 病 毒 在 自 
然 界 的 储存 提供 新 的 观点 。 为 此 , 本 研究 采用 C6/ 
36 细胞 培养 分 离 病毒 .间接 免疫 菊 光 等 方法 , 进行 
TAARA dS ES SIRI F, 代 蚊 虫 感染 率 检 测 
以 及 成 蚊 叮 咬 敏 感 宿 主 传播 病毒 的 实验 , 以 期 确证 
登 蔷 本 型 病毒 能 否 通 过 白 纹 伊 蚁 河 育 卵 传递 至 子 代 
及 水 平 传播 。 
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1 材料 与 方法 


1.1 蚊 种 .病毒 .细胞 及 实验 小 鼠 

白 纹 伊 蚊 :广州 株 ,4~ 6 日 龄 成 蚊 , 在 (25 + 
Dc ,相对 湿度 (75+ 5)%, 每 天 光照 14 h 的 养殖 室 
常规 饲养 。 登 革 [[ 型 病毒 :新 几内亚 BER. SL BU S 
代 , 液 氮 冻 存 备 用 。C6/36 细胞 : 28% ,5% CO, 培养 
条 件 下 , DMEM( Dulbecco’ s Modified Eagle s Medium? 
培养 液 ( 含 10 多 小 牛 血清 ?传代 培养 。 昆 明 小 鼠 :1 
~3 日 龄 ,由 本 院 实 验 动物 中 心 提供 。 羊 抗 鼠 FITC 
区 光标 记 二 抗 : 北 京 中 山 生物 技术 公司 提供 。 

1.2 DEN-2 乳 鼠 脑 病毒 悬 液 制备 与 保存 

每 只 1~3 日 龄 健康 乳 鼠 脑 内 接种 DEN-2 C6/36 
细胞 病毒 悬 被 0.02 mL, 在 有 纱窗 设备 的 动物 房 中 
饲养 ,逐日 观察 。 乳 鼠 5~7 天 发 病 , 出 现 典 型 神经 
症状 ,在 濒临 死期 时 及 时 无 菌 解 剖 取 出 鼠 脑 , 液 氨 研 
磨 , 用 无 血清 DMEM 培养 基 或 0.02 mol/L Tris-HCl 
CPH 7.0) 制 备 成 2096 鼠 脑 病毒 悬 裕 ,10 000 r/min P 
心 30 min 冻 存 管 分 装 , 液 氮 冻 存 备用 。C6/36 细胞 
培养 测定 病毒 滴 度 TCIDS A 10? ~ 1055. 

1.3 人 工 经 口感 染 蚊 虫 实验 

AGE Bic SURG S LC FUIL. 10% 葡萄糖 和 2096 
鼠 脑 病毒 悬 液 的 配 比 为 1:1:1), 将 浸泡 有 病毒 悬 液 
的 海绵 块 (1.5 cm x 1.5 cm x 0.5 cm) 置 平 血 中 , 放 入 
蚊 和 党 ,使 饥饿 18~24h 的 4~6 日 龄 白 纹 伊 蚊 吸 血 
1.5 h; -20 人 C 洪 麻 , 挑 饱 血肉 蚁 放 入 清洁 小 蚁 答 内 ， 
饲 以 5% 糖 水。 保持 温度 (29 + 109€ 、 相 对 湿度 (80+ 
5)% ,每 天 光照 8 h。 同 时 设置 吸食 正常 鼠 脑 悬 裕 的 
蚊 忠 作为 阴性 对 照 ,喂食 方法 同感 染 蚊 。 

1.4 感染 蚊 卵 的 收集 及 滞 育 处 理 

收集 感染 白 纹 伊 蚊 第 1、2、3 生殖 营养 周期 
Cgonotrophic cycles)48 h 内 产 的 卵 , 继续 保持 48 h 湿 
润 后 置 空气 中 干燥 24 bh, 在 (25 + 1)% ,相对 湿度 
90%、 每 天 光照 14 h 的 环境 中 保存 6 天 确保 胚胎 发 
育 完 全 后 进行 处 理 (Hanson et ail.,1994)。 收 集 完 蚁 
忠 3 个 生殖 营养 周期 产 的 卵 后 ,将 存活 的 成 蚁 头 部 
压 片 后 用 间接 免疫 荧光 法 (IFA) 检 测 病毒 , 胸 、 腹 部 
用 C6/36 细胞 培养 分 离 病毒 法 检测 阳性 率 。 

卵 的 滞 育 处 理 : 将 上 述 方法 获得 的 白 纹 伊 蚁 卵 
HT LRH-250-G 光照 培养 箱 中 。 培 养 箱 温度 误差 控 
制 在 4+ 1*0. 每 日 光照 8 h. 采用 过 饱和 盐 溶 液 保 持 
相对 湿度 恒定 为 75% C Winston and Bates. 1960)。 温 
度 的 设置 为 梯度 降温 (25%C 20CC15 C10, f 





个 温度 段 处 理 2 天 ), 随 后 ,采用 高 温 (10% )8 h 与 低 
ii CA*CO16 h 交 蔡 进行 的 方法 继续 处 理 6 周 。 
1.5 C6/36 细胞 培养 分 离 病 毒 检测 OF, [Xy rh ek 

用 低 氧 水 (500 mL 已 放置 24 h 的 自来水 中 加 入 
500 mg 幼虫 饲料 ,在 养 虫 室内 发 酵 24 h 含 氧 量 约 3 
x10 ^ «5x10 ^ k/DR S A 95 e 5. H TE E 
过 程 中 搅动 给 以 刺激 。 收 集 不 同 生 殖 营 养 周 期 湛 育 
SIRRI F, 代 幼 忠和 羽化 7 天 的 肉 雄 成 蚊 , 每 组 30 
只 ,用 DMEM 细胞 培养 液 研磨 , 离心 后 取 上 清 液 过 
滤 除 菌 , 接种 C6/36 细胞 ,37% 吸附 1.5 h 弃 研 磨 
液 , 换 含 5% 小 牛 血 清 的 DMEM 培养 液 ,CO, 培养 箱 
培养 3 ~7 天 ,观察 细胞 病变 情况 ; 无 病变 的 连续 育 
传 3 代 , 对 照 细胞 培养 同时 传代 。 
1.6 小 鼠 血 清 DEN-2 病毒 抗体 检测 

低 氧 水 刺激 滞 育 卵 嘟 化 后 , 取 民 代 羽 化 5 天 的 
HERBEJ 100 只 ,叮咬 1 E) AS REEL ER 1 85 CES 10 
R) 叮咬 时 间 为 1.5 h, 共 设 3 个 重复 。 取 出 被 叮咬 
的 乳 鼠 , 放 回 原 母 鼠 窒 内 饲养 ,逐日 观察 ,常规 饲养 
14 天 后 眼球 取 血 制备 血清 ,间接 免疫 荧光 法 检测 抗 
体 。 

常规 方法 制备 DEN-2 感染 C6/36 细胞 抗原 片 ， 
丙酮 固定 后 作为 抗原 ,将 上 述 制备 的 抗 血清 用 1 x 
PBSC 磷酸 缓冲 盐 溶 液 ) 按 1:30,1:50 70 1:80 的 比例 
FRE. 作为 一 抗 ,进行 间接 免疫 荧光 染色 , 荧光 显 微 
镜 下 观察 。 具 体 步 又 如 下 ; 10% 山羊 血清 (用 1 x 
PBS f£ EE PPS REOS A37 CIRA 30 min; 滴 加 一 抗 ， 
37'C EE 1 h; PBS 洗 片 ,5 min/ 次 ,重复 3 R: WIR 
光 二 抗 (预先 用 1 x PBS 将 1% 伊 文 氏 蓝 稀释 100 fii 
然后 用 0.01% 伊 文 氏 蓝 稀释 痰 光 二 抗 ), TC 
30 min: PBS 洗 片 ,5 min/ 次 ,重复 3 次 ;免疫 荧光 显 微 
镜 下 观察 结果 。 


2 结果 


2.1 C6/36 细 胞 塔 养分 离 病 毒 法 检测 滞 育 卵 旷 化 
的 F, 代 蚊 虫 感染 率 

C6/36 细胞 培养 分 离 病毒 法 检测 滞 育 卵 服 化 的 
F 代 蚊 忠 感 染 率 , 共 检 测 66 批 1 980 只 蚊虫 ,检测 
结果 见 表 1。 第 一 生殖 营养 周期 湛 育 卵 旷 化 的 如 代 
蚊虫 中 没有 分 离 到 病毒 ;第 二 生殖 营养 周期 蚊虫 批 
阳性 率 为 13.696. 最 低 感染 率 为 1:220; 第 三 生殖 营 
养 周期 蚊虫 批 阳性 率 为 10. 396. 最低 感染 率 为 
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1:290. 低 于 第 二 生殖 营养 周期 巴 代 蚊 虫 感染 率 , 但 > 0.05)。C6/36 细胞 培养 分 离 病毒 结果 表明 感染 白 
y 检验 的 统计 结果 显示 第 二 与 第 三 生殖 营养 周期 SUPRAN A SREE DEN-2 的 批 阳性 率 为 9.1%， 
F 代 蚊 虫 感染 率 之 间 没 有 显著 性 差异 (‰2 =0.01, P 子 代 最 低 感染 率 为 1:330 0.3%). 


3&1 06/36 细胞 培养 分 离 病 毒 检测 滞 育 卵 旷 化 的 孔 代 蚊 虫 感染 率 
Table 1 The infection rates of the F, progeny of diapausing eggs of orally infected Ae. albopictus by virus isolation in €6/36 cells 








产 卵 周期 ES 实验 批 数 ( 只 数 ) 阳性 批 数 批 阳 性 率 (%% ) 最 低 感 染 率 
Oviposition Growth stage Number of tested Number of Positive rate of Minimum 
cycle of mosquitoes pools ( Number of mosquitoes) positive pools pools infection rate 
1(3272* 幼虫 Larvae 5150) 0 二 = 
HERRIE Female adults 5150) 0 = 2 
HERRE Male adults 5150) 0 = 
15(4500 C TT. Total) 0 E x 
2(9 ~ 14) * 幼虫 Larvae 6(180) 1 16.7 1:180 
HERRE Female adults 8240) 1 12.5 1:240 
HERRE Male adults 80240) 1 12.5 1:240 
226602 CI TT. Total) 3 13.6 1:220 
316 ~23)* 幼虫 Larvae 9(270) 1 11.1 1:270 
HERRIE Female adults 103002 1 10.0 1:300 
HERE Male adults 106300) 1 10.0 1:300 
29870) CH TF Total? 3 10.3 1:290 


* Dl 482 Je ETC Days after an infectious blood-meal . 


2.2. BE HERO F, 代 成 蚊 叮 咬 乳 鼠 的 水 平 传播 表 2 F 代 成 蚊 叮 咬 后 乳 鼠 的 感染 情况 

实验 共 设 3 个 重复 , 除 第 一 批 的 10 只 乳 鼠 无 非 Table 2 Transmission of dengue virus horizontally by F, 
特异 性 死亡 外 ,第 二 批 和 第 三 批 的 乳 鼠 在 叮咬 后 的 adults mosquitoes through biting sucking mice 
第 2 天 各 有 一 只 出 现 非特 异性 死亡 , 从 实验 乳 概 总 am JEE MERE 7 quao; 
数 中 剔除 。 实 验 共 检 测 33 只 小 鼠 血 清 抗体 ,有 2 只 tested mice 
血清 中 抗体 为 阳性 (图 1:A), 乳 鼠 阳 性 率 为 6.1% | 1 T 10 
CR 2), 表 明 感 染 白 纹 伊 蚊 经 洲 育 卵 且 化 的 忆 代 成 ^ 了 
蚊 能 将 登 革 病 毒 通过 叮咬 传播 给 敏感 宿主 。 总 计 Total 33 2 6.1 

A B 


图 1 GE FQ 代 成 蚁 攻击 乳 鼠 后 局 血清 IFA 检测 结果 (50 x ) 
Fig. 1 IFA test results of serum of mice bitten by infected F, adults mosquitoes (50 x ) 
A: 阳性 结果 Positive result; B: 阴性 结果 Negative result. 
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3 讨论 


本 研究 检测 了 感染 登 革 本 型 病毒 的 白 纹 伊 蚁 三 
个 生殖 营养 周期 滞 育 卵 豚 化 的 F, TX HR ER XR, 
从 第 一 个 生殖 营养 周期 滞 育 卵 弱 化 的 F fA h 
没有 分 离 到 病毒 , 与 半 套 式 PCR 方法 检测 结果 ( 郭 
EE 83 35, 20032 — 81. 与 Diallo 等 (2000) 在 研究 经 口感 
染 黄 热 病 毒 的 埃及 伊 蚁 垂直 传递 的 实验 中 发 现 的 现 
象 类 似 , 即 在 第 一 生殖 营养 周期 的 子 代 蚊 虫 中 未 分 
离 到 病毒 , 这 可 能 与 病毒 在 经 口感 染 的 蚊虫 体内 复 
制 的 时 间 有 关 。 在 病毒 垂直 传递 实验 的 研究 中 发 
现 , 亲 代 成 蚊 感 染病 毒 的 方式 是 影响 第 一 生殖 营养 
周期 子 代 蚊虫 感染 率 的 直接 因素 , 如 埃及 伊 蚁 经 胸 
接种 登 半 焉 型 病毒 3 天 后 , 亲 代 成 蚊 喂 血 开 始 第 一 
个 生殖 营养 周期 所 产 卵 的 子 代 感 染 率 为 2.8% C Joshi 
et al.» 20022. 这 是 因为 经 胸 接 种 病毒 的 蚊虫 ,病毒 
不 需 在 中 肠 细胞 内 完成 复制 循环 再 进入 血 淋 巴 , 大 
大 缩短 了 病毒 在 其 体内 复制 的 时 间 , 因而 在 第 一 个 
生殖 营养 周期 子 代 蚊虫 中 即 可 检测 到 病毒 。 而 经 口 
感染 DEN-2 的 白 纹 伊 蚁 ,通常 病毒 首先 要 通过 中 肠 
屏障 再 进入 蚊虫 的 血 淋 巴 ,第 9 天 以 后 ,病毒 才能 感 
染 卵 巢 , 子 代 才 有 可 能 被 感染 ( 谢 超 等 ,2002), AX 
伊 蚊 肉 蚊 在 血 餐 后 3 ~ 7 天 便 完成 第 一 生殖 营养 膨 
期 产 卵 , 这 可 能 是 第 一 生殖 营养 周期 子 代 蚊虫 中 没 
有 分 离 到 病毒 的 重要 原因 。 

C6/36 细胞 培养 分 离 病毒 法 与 半 套 式 PCR 方法 
C Spes Sy, 2003 Jr 2 A BEER] EF, 代 蚊 虫 感染 
率 ,经 统计 学 检验 , 第 二 与 第 三 生殖 营养 周期 F 代 
蚊虫 感染 率 之 间 没 有 显著 性 差异 (已 > 0.05), 这 与 
前 人 的 研究 结果 有 所 不 同 。Diallo 等 (2000) 在 埃及 
伊 蚊 垂直 传递 黄 热 病毒 研究 中 发 现 随 着 感染 蚊虫 生 
殖 营养 周期 数 的 增加 , 子 代 感染 率 逐 渐 升 高 ; Rosen 
《1987) 也 通过 实验 发 现 子 代 蚊 虫 最 低 感 染 率 有 随 雌 
蚊 感 染 到 产 卵 时 间 增 加 而 上 升 的 趋势 。 但 也 有 学 者 
报道 随 着 感染 蚊虫 生殖 营养 周期 数 的 增加 , 子 代 感 
染 率 逐渐 下 降 (Beaty et al .» 1980: Turell et al . » 1982: 
陈 维 钧 等 ,1990)。 本 实验 中 , 亲 代 肉 蚊 从 接种 病毒 
使 之 感染 到 产 下 第 二 个 生殖 营养 周期 的 卵 , 历经 14 
天 的 时 间 , 而 从 感染 到 产 下 第 三 个 生殖 营养 周期 的 
i, A 20 天 左右 的 时 间 , 如果 按 Rosen《1987) 的 推 
论 , 随 着 亲 代 雌 蚊 感染 到 产 卵 时 间 的 越 长 ,生殖 腔 病 
毒 量 越 多 , 子 代 感 染 率 应 该 有 逐渐 升 高 的 现象 ,但 统 
计 学 检验 结果 表明 第 二 与 第 三 生殖 营养 周期 fX 




















蚁 上 忠 感 染 率 之 间 无 显著 性 差异 (CP > 0.05), 即 感染 
上 肉 蚁 生殖 腔 中 病毒 量 对 子 代 感染 率 没有 显著 性 影 
Wap, 这 是 否 由 于 病毒 的 株 系 不 同 而 造成 研究 结果 的 
不 同 , 有 待 进一步 研究 证 实 。 本 研究 结果 与 文献 记 
载 比 较 分 析 , 推 测 子 代 感 染 率 在 很 大 程度 上 并 不 都 
与 生殖 营养 周期 数 有 关 , 而 与 亲 代 成 蚁 感染 病毒 的 
途径 .生殖 腔 感 染 的 时 间 以 及 蚊 种 和 病毒 株 系 有 关 
(Diallo et al.» 2000); 此 外 ,可 能 部 分 感染 病毒 的 卵 
在 经 历 河 育 、 角 化 到 羽化 为 成 忠 等 过 程 中 死亡 ,或 感 
染 的 子 代 个 体 病毒 滴 度 太 低 ,或 由 于 检测 方法 不 够 
灵敏 等 因素 都 有 可 能 造成 子 代 阳性 率 降低 。 到 目前 
为 止 ,有 关 垂 直 传 递 的 机 制 尚 不 十 分 明确 ,有 待 于 进 
一 步 的 实验 研究 来 前 明 。 

Mourya 等 《2001) 报 道 常温 保存 1 ~ 2 月 的 感染 
登 革 病 毒 的 埃及 伊 蚁 卵 角 化 的 子 代 蚁 忠 仍然 能 够 水 
平 传播 登 蔷 病毒 。 本 研究 证 实 通过 滞 育 卵 月 化 的 
F 代 成 蚁 能 将 登 革 本 型 病毒 通过 趾 咬 传播 给 敏感 
乳 鼠 ,传播 的 阳性 率 为 6.1%。 林 立 辉 等 (2000) 也 通 
过 实验 证 实 经 口感 染 DEN-2 WÉ RR E, 代 和 FE, 
代 均 可 通过 叮咬 吸血 传播 病毒 。 本 研究 结果 证 实 登 
革 病 毒 不 仅 能 在 媒介 滞 育 卵 内 存活 并 传 至 子 代 , H 
子 代 蚊 虫 能 通过 叮咬 敏感 宿主 水 平 传播 病毒 , 肯定 
了 媒介 河 育 卵 在 登革热 传播 中 的 重要 作用 , 这 对 探 
讨 该 病毒 在 自然 界 的 循环 具有 重要 的 流行 病 学 意 
be 
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